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RESUMO

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos emergiu como uma das principais
ameacas a saude publica do século XXI. O uso indiscriminado de antibi6ticos € o
principal fator para a resisténcia antimicrobiana, e os esforgos para limitar sua
utilizacdo ndo tém produzido os resultados esperados. Considerando que a
modulacdo da microbiota através da dieta pode ajudar no controle de infeccoes, e
tendo como base as interagdes existentes entre a microbiota e o hospedeiro, bem
como a importancia da patogénese causada pela Klebsiella pneumoniae
multirresistente, o presente trabalho tem como objetivo principal elucidar o papel da
dieta e da microbiota intestinal durante uma infeccdo bacteriana causada pela K.
pneumoniae multirresistente. Para isto, a Drosophila melanogaster foi utilizada como
modelo experimental, com intuito de reduzir a complexidade das interacdes
existentes entre microbiota, hospedeiro e patégeno e permitir a compreensdo do
papel microbiota na resposta do hospedeiro frente a estas infec¢cdes. Moscas
selvagens infectadas com a bactéria K. pneumoniae foram submetidas a dietas que
mimetizavam tanto dietas ocidentais, caracterizadas pelo alto teor de gorduras e
acucares simples quanto a dieta mediterranea, qualificada pelo alto teor de fibras.
Foi avaliada a taxa de sobrevivéncia e o perfil da composicdo da microbiota do
intestino e da carcaca das moscas. Os resultados mostraram que as moscas
infectadas com bactéria resistente, quando submetidas as dietas ocidentais,
apresentaram alteracdes importantes na taxa de sobrevivéncia e na composicdo da
microbiota quando comparadas com as moscas alimentadas com dieta
mediterranea, indicando que a interacao entre a dieta e a microbiota apresenta um
impacto na resolucdo ou na progressao da infeccdo. Nesse sentido, estratégias de
modulacdo da microbiota por meio da dieta podem ser de grande valia como
estratégias terapéuticas alternativas e/ou adjuvantes no tratamento de doencas

infecciosas.

Palavras-chave: microbiota, dieta, Drosophila melanogaster, Klebsiella

pneumoniae, resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials has emerged as one of the main public health
threats of the 21st century. The indiscriminate use of antibiotics is the main factor
behind antimicrobial resistance, and efforts to limit their use have not produced the
expected results. Considering that modulation of the microbiota through diet can help
control infections, and based on the interactions that exist between the microbiota
and the host, as well as the importance of the pathogenesis caused by multidrug-
resistant Klebsiella pneumoniae, the present work has as its main objective to
elucidate the role of diet and intestinal microbiota during a bacterial infection caused
by multidrug-resistant K. pneumoniae. For this, Drosophila melanogaster was used
as an experimental model, with the aim of reducing the complexity of the interactions
between microbiota, host and pathogen and allowing the understanding of the
microbiota's role in the host's response to these infections. Wild flies infected with the
bacteria K. pneumoniae were subjected to diets that mimicked both Western diets,
characterized by a high content of fats and simple sugars; as for the Mediterranean
diet, characterized by its high fiber content. The survival rate and the profile of the
microbiota composition of the intestine and carcass of the flies were evaluated. The
results showed that flies infected with resistant bacteria, when subjected to Western
diets, presented important changes in the survival rate and microbiota composition
when compared to flies fed a Mediterranean diet, indicating that the interaction
between the diet and the microbiota presents an impact on the resolution or
progression of the infection. In this sense, strategies for modulating the microbiota
through diet can be of great value as alternative therapeutic strategies and/or

adjuvants in the treatment of infectious diseases.

Keywords: microbiota, diet, Drosophila melanogaster, Klebsiella pneumoniae,

antimicrobial resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1. Infec¢Bes causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos

Um aumento global no nimero de infeccdes causadas por bactérias
resistentes a antimicrobianos ocorreu nos ultimos anos, com as infec¢des
causadas por bactérias Gram-negativas muitas vezes mais prevalentes do que
infec¢cdes Gram-positivas (PATEL et al., 2024). O risco crescente de resisténcia
antimicrobiana entre bactérias Gram-negativas € um problema mundial devido
a rapida disseminacdo de mecanismos de resisténcia e as limitadas op¢des de
tratamento (MURRAY et al., 2022). Em particular, o desenvolvimento de cepas
multirresistentes, que sao resistentes a trés ou mais classes de

antimicrobianos, é uma causa de grande preocupacao.

Os fatores de risco para o surgimento da resisténcia antibacteriana sao
multifacetados (Figura 1). Dentre os principais fatores de risco que contribuem
para o surgimento da resisténcia antibacteriana destacam-se: 0 USO excessivo
e inadequado de antibidticos na medicina humana, tanto na comunidade como
em ambientes hospitalares, incluindo prescricdo excessiva por medicos de
clinica geral e automedicacdo; a dosagem inadequada e ma adesédo as
diretrizes de tratamento; o uso de antibidticos na producdo animal e na
agricultura; os fatores ambientais que contribuem para o desenvolvimento da
resisténcia aos antibiodticos (PRESTINACI, PEZZOTTI, PANTOSTI; 2015)
Esses fatores criam pressdo seletiva sobre as bactérias, levando a
sobrevivéncia e proliferacdo de cepas resistentes. Além disso, pressdes
seletivas na interface hospedeiro-patégeno selecionam adaptacdo e/ou
evolucdo microbiana. O sistema imunoldgico inato utiliza fagocitos e neutrofilos
para atingir patdégenos microbianos no local das infecgbes. Essas células
podem matar células microbianas, fagocitando-as e/ou liberando moléculas
antimicrobianas. Os patdégenos provocam respostas fisiolégicas e/ou evoluem
adaptacdes ao longo da infeccdo que lhes permitem contornar esses estresses
e sobreviver apesar da presenca de moléculas ofensivas do hospedeiro. A
medida que a infeccdo avanca, a interface hospedeiro-patdégeno torna-se
povoada por mutantes que sédo selecionados para melhor sobrevivéncia, como

mutantes capazes de lidar com espécies reativas de oxigénio do hospedeiro ou
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mutantes com maior formacédo de biofilme para proteger de fagocitose e/ou
peptideos antimicrobianos. (BAISHYA&WAKEMAN, 2019).
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Figura 1. Fatores envolvidos na propagacdo da resisténcia aos antibidticos, nos
setores: medicina humana na comunidade e no hospital, producdo animal e agricultura,
e meio ambiente. Esses setores também estéo interligados: o uso indevido de antibiéticos em
seres humanos, animais e agricultura é o principal responsavel pela presenca de bactérias
resistentes no meio ambiente (PRESTINACI, PEZZOTTI & PANTOSTI, 2015).

Em 2019, seis agentes patogénicos foram responsaveis, cada um, por
mais de 250.000 mortes associadas a RAM (Figura 2): Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, por ordem de nimero de
mortes. Juntos, esses seis agentes patogénicos foram responsaveis por 929
mil de 1,27 milhdes de mortes atribuiveis & RAM e 3,57 milhdes de 4,95

milhdes de mortes associadas a RAM a nivel mundial (MURRAY et al., 2022).


https://www.nature.com/articles/s41522-019-0089-2#auth-Jiwasmika-Baishya-Aff1
https://www.nature.com/articles/s41522-019-0089-2#auth-Catherine_A_-Wakeman-Aff1
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Figura 2: Mortes globais, por patégenos, atribuiveis e associadas a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, 2019 (MURRAY et al., 2022).

Dentre esses patdgenos, a K. pneumoniae vem ganhando atencdo devido
a identificacdo de cepas hipervirulentas, resistentes e multirresistentes a
antimicrobianos, (YAO, QIN, CHEN & SHEN et al., 2018; ZHANG, JIN,
OUYANG & WANG et al., 2019). Bactérias do género Klebsiella séo
conhecidas como um importante reservatorio de genes de resisténcia a
antibidticos e capazes de disseminar tais genes para outras bactérias Gram-

negativas.

A bactéria K. pneumoniae foi descrita pela primeira vez em 1882 pelo
microbiologista alemao Carl Friedlander, isolada do pulméo de pacientes que
morreram com pneumonia. Pertencente a familia Enterobacteriaceae, €
caracterizada como uma bactéria Gram-negativa, encapsulada, em forma de
bastonete, sem motilidade, anaerdbia facultativa e fermentadora de lactose

(BENGOECHEA & SA PESSOA, 2019).

A K. pneumoniae é ubiquamente distribuida na natureza, podendo ser

encontrada na agua, solo e colonizando a superficie de mucosas na regido
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7

nasofaringea e no trato gastrointestinal. No entanto, é frequentemente
associadas a infecgbes oportunistas em ambientes hospitalares, pois apesar de
colonizar principalmente o intestino, em individuos imunocomprometidos a K.
pneumoniae pode se disseminar para diferentes tecidos e causar
especialmente pneumonias, infec¢des do trato urinério e infecgdes sanguineas,
gue podem culminar em sepse (MARTIN & BACHMAN, 2018).

Em unidades de tratamento intensivo (UTI) a K. pneumoniae é um
importante problema, atingindo principalmente neonatos, idosos e individuos
imunocomprometidos e causando infeccdes com taxa de mortalidade
significativa e em ascendéncia (LI, LI, HU & HU et al., 2020; XU, SUN & MA,
2017). Sendo assim, podemos considerar a K. pneumoniae como um
patobionte, uma vez que em circunstancias normais, vive como um simbionte
presente na microbiota intestinal e sendo ndo prejudicial, no entanto € um
potencial patdogeno para o hospedeiro quando ha um desbalanco na
composic¢ao da microbiota (HORNEF, 2015).

1.2. A dieta como modulador entre a microbiota intestinal afetando os
mecanismos de defesa do hospedeiro

A intervencdo nutricional tem sido proposta como uma abordagem
terapéutica potencial, visando tanto a microbiota intestinal como o sistema
imunoldgico (CODELLA, LUZI & TERRUZZlet al., 2021). Como a dieta pode
ser um fator facilmente maleavel, diversos estudos discutem a relevancia da
imunonutricdo, que consiste em modificar a oferta de nutrientes para modular
as respostas imunes (GARCIA-MONTERO et al., 2021).

A dieta é descrita como um dos principais fatores que molda a microbiota
intestinal e o0 sistema imunoldgico, promovendo um efeito rapido na
composicdo da microbiota intestinal, o que implica o crescimento de certos
grupos bacterianos em detrimento de outros, bem como alteracdes no pH
intestinal, na permeabilidade intestinal, nos metabdlitos bacterianos e, portanto,
na inflamacéo (LEWIS et al., 2015; NISHIDA et al., 2018)

E importante compreender que mais do que a quantidade, a qualidade dos

alimentos e dos seus nutrientes é considerada o fator mais determinante em
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uma dieta saudavel ou ndo saudavel (Figura 3). Dietas ocidentais sdo ricas em
produtos refinados e pobres em micronutrientes, como vitamina A ou D, e
fibras, provocando deficiéncia nas respostas inflamatdrias em longo prazo. Em
contraste, os beneficios de alguns componentes funcionais encontrados em
dietas saudaveis, tal como a dieta mediterrdnea, (prebibticos e polifendis) sédo

importantes na restauracéo da saude intestinal em doencas (WAN et al., 2019).
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Figura 3:Uma visdo geral dos principais componentes nutricionais que modulam a
microbiota intestinal e o sistema imunoldgico. A dieta mediterranea, rica em alimentos de
origem vegetal, apresenta polifendis, gorduras de alta qualidade (MUFAs e PUFAs ricos em
6mega 3), micronutrientes, como vitaminas e oligoelementos, e fibras alimentares que
determinardo as suas propriedades benéficas na manutencdo da eubiose da microbiota
intestinal e dos seus produtos metabdlicos, juntamente com a integridade da barreira intestinal.
Por outro lado, as dietas ocidentais, caracterizada por baixos niveis de fibras alimentares ou
micronutrientes, apresentam uma infinidade de componentes nutricionais, incluindo
carboidratos refinados (acUcar e gréos refinados), gorduras de baixa qualidade (acidos graxos
trans), sal e aditivos prejudiciais a saude (principalmente adocantes). Além disso, elas
compreendem uma matriz alimentar pobre que tera efeito prejudicial na barreira intestinal,
levando a permeabilidade intestinal, disbiose intestinal e metabdlitos alterados, levando ainda a
uma inflamacéo local e a presenca de LPS na corrente sanguinea (GARCIA-MONTERO et al.,
2021)

A composicdo da microbiota do hospedeiro tem sido cada vez mais

estudada como um contribuinte fundamental para o estado de saude e doenca,
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influenciando a defesa contra microrganismos patogénicos e a susceptibilidade
a infec¢des (ZHENG, LIWINSKI & ELINAV, 2020; GALVAO et al., 2018; MACIA
et al., 2015; FAGUNDES et al., 2012; BELKAID & HARRISON, 2017). Manter o
delicado equilibrio entre a microbiota e o hospedeiro € um processo complexo.
A perturbacdo desse equilibrio (denominada disbiose) estd associada a
alteracbes na microbiota com aumentos notaveis em grupos de bactérias que
transportam genes de resisténcia antimicrobiana (LEONIDAS-CARDOSO et al,
2020; PAMER, 2016). Estressores ambientais, incluindo infec¢des, tém sido

invocados como possiveis gatilhos para a disbiose intestinal.

Dentre os fatores ambientais que modulam a microbiota intestinal, a dieta
€ um dos mais importantes, modulando as interagcdes hospedeiro-microbiota
(ZHENG, LIWINSKI & ELINAV, 2020). Dietas com ma composi¢ao nutricional,
tipicas dos paises ocidentais, estdo associadas a disbiose da microbiota
intestinal e a uma maior incidéncia de infec¢cdes por patdgenos e doencas
inflamatorias (AGUS et al., 2016; MALESZA et al., 2021; OLIVER et al, 2022).
As dietas ocidentais sdo caracterizadas pelo aumento do consumo de
alimentos processados e com alta densidade energética, reducdo do consumo
de frutas/vegetais (uma fonte essencial de fibra) e deficiéncia de vitaminas. A
mudanca nutricional ocorrida no mundo ocidental nas dUdltimas décadas
correlacionou-se com aumentos significativos na prevaléncia de doencas
inflamatorias (MALESZA et al.,, 2021; OLIVER et al.,, 2022; THORBURN,
MACIA & MACKAY, 2022; CRUZ, RICCI & VIEIRA, 2021; MASLOWSKI et al.,
2009; VIEIRA et al., 2017). A medida que esta evidéncia evoluiu, foi sugerido
gue o profundo efeito da dieta na microbiota intestinal que leva a disbiose pode
ser a causa natural de doencas inflamatorias e infecciosas. Da mesma forma,
descobriu-se que uma maior frequéncia de transferéncia horizontal de genes é
induzida no microbioma de individuos de popula¢gdes industrializadas e
urbanas, sugerindo que o estilo de vida do hospedeiro pode impactar o
resistoma do microbioma (GROUSSIN et al., 2021). Por outro lado, uma dieta
balanceada, especialmente uma dieta rica em fibras, estd altamente
correlacionada a homeostase do hospedeiro e a uma menor taxa de doencas
infecciosas (GALVAO et al., 2018; MACIA et al., 2015; THORBURN, MACIA &

MACKAY, 2014). Além disso, uma dieta balanceada pode selecionar
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microrganismos benéficos em detrimento de patdgenos e patobiontes, por
exemplo, o grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae,Acinetobacter baumannii,Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp) (OLIVER et al., 2022; CONLON & BIRD, 2014).

A disbiose e o0 crescimento excessivo favorecem a competicdo entre
bactérias e respostas imunoldgicas desequilibradas do hospedeiro, criando
uma pressdo altamente seletiva com altas concentracbes de compostos
antimicrobianos. Juntas, essas condi¢cdes provavelmente favorecerao a selecéao
e disseminacéo da resisténcia antimicrobiana. Assim, hd uma evidéncia de que
a microbiota desequilibrada (disbiose) promove a susceptibilidade a infecgbes e
gue a modulacdo da microbiota através da dieta pode ajudar a controlar tais
infecgcbes (ZHENG, LIWINSKI & ELINAV, 2020; CONLON & BIRD, 2014;
BOLTE et al., 2021).

1.3 Drosophilacomo um modelo animal experimental para decifrar os

mecanismos de modulacédo da microbiota
1.3.1 Aspectos Gerais

Drosophila melanogaster, também conhecida como mosca-da-fruta, é
um inseto holometabdlico, consequentemente, seu ciclo de vida abrange os
guatro estagios de desenvolvimento: embrido, larvas (larvas de primeiro,
segundo e terceiro estadios separadas por muda), pupa e adulto (Figura 4),
dos quais apenas as larvas e as moscas adultas sdo alimentadores ativos. E
utilizada em laboratérios como modelo experimental ha mais de 100 anos,
sendo empregada principalmente para a compreensdo de mecanismos
genéticos, mas também em estudos acerca de processos fisioldgicos, celulares
e moleculares (JENNINGS, 2011). Com o passar dos anos a D. melanogaster
se tornou um dos mais importantes modelos experimentais na area biomédica,
em funcao de alguns fatores como, ciclo de vida curto, prole grande, facilidades
éticas, manejo simples e de baixo custo (DOUGLAS, 2019; LUDINGTON & JA,
2020).
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Nos ultimos 25 anos, a mosca da fruta, Drosophila melanogaster,
emergiu como um dos principais modelos para estudar as interacdes
hospedeiro-microrganismo. Gracas, em parte, ao alto grau de conservacao
evolutiva entre as vias de sinalizacdo e sistemas de 6rgdos de mamiferos e
moscas, estudos usando o modelo de Drosophila langaram luz n&o apenas
sobre 0s mecanismos moleculares basicos de reconhecimento de patégenos e
sinalizag&o do fator nuclear-kB, mas também sobre a natureza das respostas
fisiologicas ativadas no hospedeiro pela infeccdo e como a desregulagéo
dessas respostas contribui para a doenca. (BUCHON, SILVERMAN &
CHERRY, 2014; LEMAITRE & HOFFMANN, 2007; PADMANABHA & BAKER,
2014)
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Figura 4: Ciclo de vida da Drosophila melanogaster. Inseto holometabolo, com o estagio

o
N

de embrido, trés instares larvais, estagios de pupa e forma adulta. (FLATT, 2019)

1.3.2 Morfologia e anatomia da mosca

Embora a estrutura corporal do inseto seja mais simples que a dos
mamiferos, a anatomia da mosca-da-fruta inclui sistemas de O6rgdos com
funcdes equivalentes as de mamiferos. Por exemplo, como o sistema
gastrointestinal dos mamiferos, o trato digestivo da mosca-da-fruta é
responsavel pela digestdo e absorcdo de nutrientes. O trato gastrointestinal,
gue atravessa todo o corpo dos animais adultos, é revestido por um epitélio
simples de células colunares ou cuboidais chamadas enterdécitos, que secretam

enzimas digestivas e absorvem nutrientes (Figura 5). Os muasculos viscerais
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gue circundam o tubo epitelial provocam movimento peristaltico. (LEMAITRE &
MIGUEL-ALIAGA, 2013)
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Figura 5: Uma comparacdo da anatomia macroscépica do trato gastrointestinal,
composicdo da microbiota intestinal e arquitetura epitelial intestinal geral entre
Drosophila melanogaster, Mus musculus e Homo sapiens. Os intestinos médio e posterior
da Drosophila sdo funcionalmente andlogos ao intestino delgado e ao célon humano,
respectivamente. O intestino anterior, onde se encontra o diverticulo (Crop), é funcionalmente
analogo ao estdbmago de humanos. No intestino delgado, para camundongos e humanos, e no
intestino médio, para a mosca-da-fruta, todas as trés espécies compartilham a populacéo
microbiana Firmicutes e Bacteroidetes como os filos residentes dominantes. (MAKDISSI,
PARSONS & DI CARA, 2023).

O trato gastrointestinal da Drosophila consiste em trés partes principais:
o intestino anterior, o intestino médio e o intestino posterior (Figura 6). Como
nos mamiferos, as diferentes partes do trato digestivo da Drosophila séo
altamente especializadas em anatomia, organizacdo e funcdo. O intestino
anterior comeca com a cavidade oral (faringe) seguida pelo eséfago, que esta
conectado ao papo, um 6rgdo de armazenamento de alimento. O intestino
anterior e o intestino médio sdo separados por um 6rgdo semelhante a uma

vélvula, a cérdia, cuja porcdo do intestino anterior € o proventriculo. A cardia
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secreta a matriz peritrofica, uma estrutura semipermeével nédo celular composta
de quitina e glicoproteinas, e envolve o bolo alimentar no intestino médio.
Anéloga ao papel das secre¢cbes mucosas do trato digestivo dos vertebrados, a
matriz peritrofica forma uma barreira fisica que protege o epitélio do intestino
médio de Drosophila de particulas nocivas e patdgenos. Os tubulos de
Malpighi, que desempenham um papel analogo ao dos rins nos vertebrados,
estdo conectados ao intestino no intestino médio-intestino posterior. O intestino
posterior funciona na reabsor¢cdo de agua e ions antes da excrecao fecal,
semelhante ao intestino grosso dos mamiferos. O intestino posterior termina no
anus, que esta localizado no ultimo segmento abdominal. (SHANBHAG &
TRIPATHI, 2009; LEMAITRE & MIGUEL-ALIAGA, 2013)

Head Thorax Abdomen

Malpighian tubules
Hindgut
Fat body

Midgut Crop

Figura 6: Desenho esquematico da anatomia de Drosophila melanogaster com foco no
trato digestivo. (STAATS et al., 2018)

1.3.3 Microbiota da mosca

A composicdo da microbiota intestinal da mosca € diretamente
influenciada por fatores genéticos do hospedeiro e por fatores ambientais,
como o local em que habita e a dieta que consome, dessa forma, ha uma
variacdo na composi¢ao do microbioma intestinal entre moscas de diferentes
populacdes, bem como entre moscas capturadas na natureza e mantidas em
laborat6rio (CHAPLINSKA, GERRITSMA, DINI-ANDREOTE, FALCAO SALLES
et al., 2016). Em laboratorio, a microbiota da D. melanogaster possui

diversidade média de 1-13 OTU (Unidade Taxonbmica Operacional) e as
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bactérias mais comumente encontradas fazem parte dos filos Firmicutes e
Proteobacteria (Figura 5), mais especificamente os géneros Lactobacillus e
Acetobacter. Além disso, frequentemente o0 género Gluconobacter €
identificado. A maior parte dos estoques de laboratério apresentam
recorrentemente bactérias das espécies Lactobacillus plantarum, Acetobacter
pomorum e Acetobacter pasteurianus, embora alguns poucos estudos tenham
identificado a presenca incomum de bactérias da familia Enterobacteriaceae
(BRODERICK & LEMAITRE, 2012). A composi¢cao da microbiota de moscas
capturadas na natureza também é dominada pelos géneros Lactobacillus e
Acetobacter, no entanto, possui diversidade média de 35 OTU (PAIS,
VALENTE & SPORNIAK; 2018). O fato da microbiota de moscas-da-fruta
provenientes de estoques de laboratérios ser substancialmente menos diversa,
comparado a moscas coletadas no ambiente, se deve em grande parte a
composicao da dieta. A dieta pobre em nutrientes, a base de farinha de milho,
glicose e levedura, € uma fonte escassa de microrganismos por nao ser um

ambiente ideal para o crescimento de grande parte das bactérias.

A microbiota em Drosophila exerce efeitos benéficos no intestino da
mosca, incluindo a resposta imunoldgica, a fisiologia intestinal, a funcao
intestinal e a homeostase intestinal. Devido a presenca de apenas um ndmero
limitado de bactérias aerotolerantes comensais no intestino, a mosca-da-fruta
oferece um modelo de pesquisa ideal para desvendar sistematicamente 0s
efeitos na interacdo hospedeiro-microbiota. Como a composicédo da microbiota
da mosca-da-fruta € moldada principalmente pela dieta do hospedeiro, o efeito
sobre a microbiota de diferentes compostos, nutrientes e/ou medicamentos
pode ser facilmente investigado. (BRODERICK & LEMAITRE, 2012)

Além disso, a D. melanogaster é também um organismo modelo
emergente em estudos sobre o papel ou a funcédo da microbiota, em funcdo da
facilidade e o baixo custo para gerar e manter moscas germ-free ou
gnotobiodticas. O potencial de uso da D. melanogaster como modelo
experimental em pesquisas sobre o microbioma ndo se estende apenas as
similaridades com mamiferos, sendo importante considerar que este organismo
foi um modelo animal fundamental em descobertas de mecanismos bioldgicos

basicos (DOUGLAS, 2018). A combinacdo de recursos genéticos e
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moleculares com estratégias de manipulacdo da microbiota oferece suporte
para explorar os mecanismos da interacdo microbiota-hospedeiro no contexto
de infec¢bes bacterianas, sob a ética de uma menor complexidade (PAIS et al.,
2018).

1.3.4 Estudo de infec¢cdo em mosca

Na natureza, a Drosophila é naturalmente infectada por virus, bactérias,
fungos e parasitas, e no laboratorio, as moscas podem ser infectadas
experimentalmente tanto com patdégenos de Drosophila quanto de humanos,
tornando-a um modelo atraente para o0 estudo de doencas infecciosas
(CARPENTER et al.,, 2007; GALAC & LAZZARO, 2011; PANAYIDOU,
IOANNIDOU & APIDIANAKIS, 2014).

A Drosophila desempenhou um papel na identificacdo de fatores de
viruléncia de patdégenos humanos oportunistas (KIM et al, 2008). Notavelmente,
varios microrganismos empregam mecanismos semelhantes para infectar
mamiferos e moscas, e varios fatores de viruléncia necessarios para a invasao
e colonizacdo de mamiferos também sao eficazes contra as moscas (ALARCO
et al., 2004; CHAMILOS et al., 2009; FAUVARQUE, 2014).

Para combater a infeccdo, a Drosophila depende de respostas imunes
inatas celulares e humorais. A resposta celular consiste de fagocitose e
encapsulamento (GUILLOU et al., 2016; KOCKS et al., 2005). A resposta
humoral inclui a cascata da profenoloxidase, que leva a geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e coagulacdo, e a producdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs) principalmente pelo corpo gorduroso, um Orgao
funcionalmente andlogo ao figado e tecidos adiposos de mamiferos (BOMAN,
NILSSON & RASMUSON, 1972; BUCHON et al., 2014; TAUSZIG et al., 2000).
As vias Toll e Imd sdo as principais cascatas de sinalizacdo responsaveis pela
producéo de peptideo antimicrobiano (LEMAITRE & HOFMANN, 2007).

Além disso, a natureza da resposta imune em Drosophila pode ser
afetada por fatores ambientais, fisioldgicos e genéticos; portanto, atencdo
especial deve ser dada ao controle dessas variaveis experimentais, sempre

gue possivel. Por exemplo, o jejum aumenta a susceptibilidade a infec¢céo tanto
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em insetos como em humanos, e alteracdes nas propor¢cdes de componentes
dietéticos especificos, tais como carboidratos, proteinas e gordura, tém sido
implicadas na formacdo da resposta imunitaria a infeccdo (COTTER et al.,
2010; SCHAIBLE & KAUFMANN, 2007).

Em laboratério, existem dois métodos predominantes para estudar a
infeccdo em Drosophila: microinje¢éo e infecgdo oral (Figura 7). Ambos os
métodos permitem aos pesquisadores estudar as interacdes patdogeno-
hospedeiro em toda a escala animal, e também é possivel estudar o efeito de
patbgenos que ndo infectam Drosophila melanogaster na natureza
(TROHA&BUCHON, 2019).

Abdomen injection

Oral infection Oral infection
with food without food

Figura 7: Técnicas de infeccdo em Drosophila. A. Mosca injetada no abdémen com volume
definido usando um micro injetor. B. Dois métodos estdo disponiveis para infeccdo oral. No
primeiro, moscas anteriormente em jejum sdo infectadas por via oral usando um disco de papel
de filtro Whatman pré-cortado embebido em uma solugédo bacteriana. O disco de papel fica
sobre a comida em um frasco para moscas. Essa colocacéo garante que as moscas recebam o
in6culo e também os nutrientes, que sdo absorvidos pelo filtro. O segundo protocolo coloca as
moscas em um frasco sem comida, onde se alimentam de um pequeno pedacgo de guardanapo

Tork embebido em uma solugéo bacteriana. A disponibilidade de uma fonte de nutrientes além
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da solugdo bacteriana distingue os dois métodos (Figura adaptada de TROHA&BUCHON,
2019).

Até o presente momento, apenas um Unico estudo realizou a infeccao
sisttmica em moscas-da-fruta com a K. pneumoniae (BENGHEZAL,
FAUVARQUE, TOURNEBIZE, FROQUET et al., 2006). No entanto, em
trabalho n&o publicado do nosso grupo de pesquisa foi realizada a
padronizacdo de infec¢Oes tanto por via sistémica quanto por via oral na
Drosophila melanogaster pela K. pneumoniae. Resultados preliminares
demonstraram que a K. pneumoniae foi capaz de infectar sistemicamente a D.
melanogaster e afetar a sobrevivéncia de moscas fémeas convencionais. Ja
em machos a infeccéo sistémica por K. pneumoniae induziu efeitos apenas nas
moscas germ-free. Esses resultados sugerem que a microbiota participa na

resposta do hospedeiro frente a infeccéo por K. pneumoniae
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2. JUSTIFICATIVA

Dada a forte evidéncia de que a microbiota desequilibrada promove a
suscetibilidade a infeccdes e que componentes da dieta podem modular a
microbiota do hospedeiro, levantou-se o questionamento sobre quais seriam 0s
efeitos de diferentes composi¢des nutricionais na microbiota do hospedeiro e
como isso impactaria no controle da infeccdo pela bactéria Klebsiella
pneumoniae, uma bactéria multirresistente a antimicrobianos. A busca pela
compreensao dos mecanismos envolvidos na interagdo dieta-microbiota-
hospedeiro e por estratégia de modulacdo da microbiota, a fim de restaurar a
homeostase e o equilibrio da composicao desta, poderiam ser de grande valia
como estratégias terapéuticas alternativas e/ou adjuvantes no tratamento de
doencas infecciosas, especialmente para infeccdes de dificil tratamento, como
as causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos. Nesse contexto, esse
trabalho visa identificar fatores da dieta que possam interferir no controle da
infeccdo oral induzida por uma bactéria multirresistente a antimicrobianos pelo
hospedeiro avaliando o impacto na microbiota, através da analise de cultivo

dependente de microrganismos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes dietas na interacdo microbiota e
hospedeiro frente a infeccao por bactéria resistente a antimicrobianos utilizando

como modelo experimental Drosophila melanogaster.
3.2 Objetivos especificos

a. Padronizar dietas com diferentes composi¢cdes que mimetizam tanto
dietas ocidentais, caracterizadas pelo alto teor de gorduras e agucares simples,
e baixo teor de fibras; quanto dieta mediterranea, qualificada pelo alto teor de

fibras e polissacarideos, no modelo de Drosophilas melanogaster.

b. Avaliar se os diferentes tipos de dietas (standard diet, high fiber diet,
high sucrose diet, high fat diet, ketogenic diet) afetam a sobrevida da

Drosophila melanogaster, comparando macho e fémea.

c.Avaliar a composicdo da microbiota intestinal e da carcaga nos
animais dos grupos dos diferentes tipos de dietas (standard diet, high fiber diet,

high sucrose diet, high fat diet, ketogenic diet).

d. Avaliar o impacto das diferentes dietas na resposta da D.
melanogaster frente a infeccdo causada pela bactéria resistente a
antimicrobianos Klebsiella pneumoniae, avaliando: sobrevida e alteracdes da

composicao da microbiota intestinal



30

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Estoque e manutencao da Drosophila melanogaster

Neste trabalho, foi utilizada a mosca da espécie Drosophila
melanogaster, linhagem selvagem Canton-S, gentilmente cedida pelo professor
Dr. Jodo Trindade Marques, do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Em nosso laboratério, as moscas
foram mantidas em estufa, sob condi¢des controladas de temperatura e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), em tubos contendo meio semi
sélido a base de farinha de milho, sacarose e levedura, denominada dieta

padrao.

4.2 Padronizacéao das dietas Standard, High Fiber, High Sucrose, High Fat
e Ketogenic em laboratorio

Em laboratério, a dieta tipica da Drosophila melanogaster € composta de
agar, fermento, uma fonte de acucar e fuba. No entanto, na realidade, as
composicdes dietéticas variam muito entre laboratoérios, tornando dificil definir
claramente a composicdo de uma dieta “padrdo” para moscas. Existem dietas
‘padrao” comumente usadas, como a dieta Bloomington Standard (Figura 8),
gue se originaram nos primeiros centros de pesquisa de D. melanogaster.
Embora muitos grupos de laboratorios baseiam suas dietas nessas receitas, a
maioria dos grupos mantém as moscas com dietas exclusivas de seu

laboratoério.

Figura 8: Dieta padrdo de Drosophila - formulacdo de Bloomington. (Disponivel

em:https://lwww.scientificlabs.ie/product/drosophila-food/FLY1034. Acesso em: 26 jan. 2024).


https://www.scientificlabs.ie/product/drosophila-food/FLY1034
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A dieta padronizada pelo Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC),
da Universidade de Indiana é composta pelos seguintes ingredientes e suas
respectivas proporgdes: agua (100 mL); farinha de soja (1 g); farinha de milho
(7,3 g); xarope de milho (7,6 mL); agar (0,6 g); extrato de levedura (1,73 g) e
acido propibnico (0,5 mL). Para a realizacdo deste trabalho, a dieta padréo,
denominada aqui de Standard Diet (ST), foi adaptada da dieta elaborada pelo
BDSC, bem como de outra dieta descrita na literatura (VAN DAM et al. 2020).
Portanto, apés as modificacbes necesséarias para viabilizar a preparacdo da
Standard Diet utilizada neste trabalho, o contetdo final da dieta ficou definido
nos seguintes ingredientes e propor¢des: agua (100 mL); farinha de milho (5 g);
acucar (7,3 g); agar (1,6 g); extrato de levedura (2,33 g) e Metil P-
hidroxibenzoato (0,6 mL). Na composicdo de macronutrientes da dieta
prevalece o carboidrato, com 94,34%, sendo este proveniente, em sua maior
parte, do acucar. Proteinas e gorduras representam, respectivamente, 4,63% e
1,03% (Tabela 1).

Para padronizar a dieta rica em fibra a ser administrada para a D.
melanogaster, a pectina da mac¢a (Synth), uma fibra soltvel, foi adicionada a
Standard Diet das moscas, em uma concentracédo de 3% m/v. Em trabalho néo
publicado do nosso grupo de pesquisa, foi observado um aumento significativo
nos niveis de acetato entre as moscas administradas com a dieta contendo 3%
de pectina, comparado ao grupo de moscas controle que se alimentaram de
uma dieta padrédo. Em oposicéo, a dieta contendo 0,3% de pectina nao levou a

alteracao significativa nos niveis de acetato (Figura 9).
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Figura 9: Delineamento do experimento de padronizacdo da dieta rica em fibra para a D.
melanogaster e dosagem do Acetato, um AGCC. A. As moscas-da-fruta adultas (1-6 dias de
idade) inicialmente foram mantidas por 7 dias em trés tipos de dietas diferentes, sem pectina
(dieta normal), com 0,3% de pectina e com 3% de pectina. Os testes foram realizados em
triplicatas experimentais e cada tubo continha 10 moscas. As moscas foram processadas
inteiras e separadamente com o auxilio de um pistilo em H2SO4, centrifugados e em seguida o
macerado foi filtrado em um filtro de celulose 0,22 ym. B. O filtrado obtido foi utilizado para a
dosagem de acetato, através da quantificacdo por HPLC-UV, um acido graxo de cadeia curta,
gue controla o metabolismo e o sistema imune do hospedeiro (KAMAREDDINE, ROBINS,
BERKEY, MEKALANOS et al., 2018; KUMAR; RANI; DATT, 2020).Concentragdo em uM de
acetato detectado por mosca. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n =
3). *p = 0,0332. (Dissertagdo Viviani Mendes, 2020).

A High Fiber Diet (HF), portanto, ficou constituida como a Standard Diet
com acréscimo de pectina da maca, contendo as seguintes propor¢cdes: agua
(100 mL); farinha de milho (5 g); agucar (7,3 g); agar (1,6 g); extrato de
levedura (2,33 g); pectina (3 g) e Metil P-hidroxibenzoato (0,6 mL). Na
composicado de macronutrientes da dieta prevalece o carboidrato, com 93,84%,
sendo este proveniente, em sua maior parte, do acgUcar, seguido da pectina.
Proteinas e gorduras representam, respectivamente, 3,72% e 2,43% (Tabela
2).

A padroniza¢do da High Sucrose Diet (HS) seguiu 0 proposto por van
Dam, ESTHER et al. (2020), a qual padronizou uma dieta rica em acucar na
concentragcdo de 20% m/v. A High Sucrose Diet (HS), portanto, ficou
constituida como a Standard Diet com acréscimo de mais agucar, possuindo as

seguintes proporcdes: agua (100 mL); farinha de milho (5 g); agucar (20 g);
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agar (1,6 g); extrato de levedura (2,33 g) e Metil P-hidroxibenzoato (0,6 mL). Na
composicado de macronutrientes da dieta predomina o carboidrato, com 97,7%,
sendo este proveniente, em sua maior parte, do agucar. Proteinas e gorduras

representam, respectivamente, 1,9% e 0,4% (Tabela 3).

A High Fat Diet (FAT) utilizada neste trabalho foi uma adaptagéo de
Cormier, ROBERT et al. (2018), portanto ficou constituida como a Standard
Diet com acréscimo de 6leo de coco, possuindo as seguintes propor¢cdes: agua
(100 mL); farinha de milho (5 g); acucar (7,3 g); agar (1,6 g); extrato de
levedura (2,33 g) e Metil P-hidroxibenzoato (0,6 mL). Na composicdo de
macronutrientes da dieta, diferentemente da Standard Diet, da High Fiber Diet
e da High Sucrose Diet, prevalece a gordura, com 60,98%, sendo esta
proveniente, em sua totalidade, do o6leo de coco. Carboidratos e proteinas
representam, respectivamente, 37,19% e 01,83% (Tabela 4).

A utilizacdo dessa dieta em laboratorio exigiu que se fizessem
adaptacdes importantes a fim de garantir que a consisténcia da dieta se
mantivesse sélida e ndo comprometesse a sobrevivéncia das moscas. Foi
observado que, se essa dieta fosse mantida a temperatura acima de 25°C, a
consisténcia da comida ficaria alterada em decorréncia da presenca de Oleo de
COCO em sua composicao que, a essa temperatura, torna-se liquido, formando
uma pelicula na superficie da comida. A Drosophila, ao entrar em contato com
o0 6leo de coco liquido, fica com suas patas e asas impregnadas de 6leo, o que
faz com que elas morram aderidas a superficie da comida ou a superficie do
frasco (Figura 10).Portanto, para resolver esse problema, testou-se manter a
dieta a uma temperatura de 24° C, e observou-se que a consisténcia da comida
nao foi alterada e, consequentemente, ndo impactou a taxa de sobrevivéncia

das moscas alimentadas por essa dieta.
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Figura 10:Drosophila melanogaster submetida a High Fat Diet, a uma temperatura acima
de 25°C. Acima de 25°C, o 6leo de coco se liquefaz, sendo observada a formacdo de uma
pelicula de éleo na superficie da comida, comprometendo a consisténcia ideal da dieta para o
consumo das moscas. Como consequéncia, foi registrada grande taxa de mortalidade de

Drosophilas aderidas a superficie do frasco.

A Ketogenic Diet (KETO) utilizada neste trabalho foi adaptada de
KAYODE et al. (2021) e, diferentemente das dietas anteriores, ndo tem como
base a farinha de milho, mas sim a farinha de coco. Além disso, hdo possui
acucar adicionado em sua composicao, visto que dietas com perfil cetogénico
classico sdo caracterizadas pela baixa concentracdo de carboidrato em sua

composicao de macronutrientes (SHARMA et al., 2022)

Diante disso, apés as modificacbes necessarias para viabilizar a
preparacao da Ketogenic Diet utilizada neste trabalho, o contetdo final da dieta
ficou definido nos seguintes ingredientes e proporcdes: agua (100 mL); farinha
de coco (12 g); farinha de peixe (0,8 g); extrato de levedura (2,33 g); dleo de
coco (0,2 mL); agar (1,6 g) e Metil p-Hidroxibenzoato (0,6 mL).Na composigao
de macronutrientes da dieta prevalece a gordura, com 79,79%, sendo esta
proveniente, em sua maioria, da farinha de coco, seguido do 6leo de coco.
Proteinas e carboidratos representam, respectivamente, 13,79% e 06,42%
(Tabela 5)..
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Assim como na High Fat Diet, a utilizagdo dessa dieta em laborat6rio
exigiu que se fizessem adaptagcbes na temperatura a fim de garantir que a
consisténcia da dieta se mantivesse soélida e ndo comprometesse a

sobrevivéncia das moscas (Figura 11).

Figura 11: Drosophila melanogaster submetida a Ketogenic Diet, a uma temperatura de
25°C. Acima de 25°C, o 6leo de coco se liquefaz, sendo observada a formagéo de uma pelicula
de 6leo na superficie da comida, comprometendo a consisténcia ideal da dieta para o consumo
das moscas. Como consequéncia, é registrada uma grande taxa de mortalidade de Drosophilas

aderidas a superficie do frasco.
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4.2.1. Comparacdo do contetdo nutricional das dietas Standard, High

Fiber, High Sucrose, High Fat e Ketogenic.

Os célculos das informagbes nutricionais foram baseados nas
informacgdes fornecidas pelos fabricantes nos rétulos dos produtos.

Tabela 1: Informacéo nutricional da dieta Standard.

Carbs(g) Protein(g) Fat(g) Total Kcal

Standard Diet

Aguadestilada 100 mL

Farinha de milho 5g 0,41g 0,037g 0,01g
Acucar 7,3g 7,3g Og Og
Agar 1,6¢g 04g 0,05g og
Extrato de levedura 2,33g 0,18g 0,32g 0,03g
Metil P-hidroxibenzoato [10% p/v] 0,6 mL

% carbs 94,34%

% protein 4,63%

% fat 1,03%

Total grams 8,29g 0,407g 0,04g
Total Kcal 33,16 1,628 0,36 35,148

Tabela 2: Informacao nutricional da dieta High Fiber.

Carbs(g) Protein(g) Fat(g) Total Kcal

High Fiber Diet

Aguadestilada 100 mL

Farinhade milho S5g 0,41g 0,037g 0,01g
Aglcar 7,3g 7,3g Og 0g
Agar 1,68 0,67g 0,08¢g og
Extrato de levedura 2,33g 0,18g 0,32g 0,03g
Pectina 3g 2,7g 0,009¢g 0,09g
Metil P-hidroxibenzoato [10% p/v] 0,6 mL

% carbs 93,85%

% protein 3,72%

% fat 2,43%

Total grams 11,26g 0,446g 0,13g
Total Kcal 45,04 1,78 1,17 46,794

Tabela 3: Informacéo nutricional da dieta High Sucrose.

Carbs(g) Protein(g) Fat(g) Total Keal

High Sucrose Diet

Aguadestilada 100 mL

Farinha de milho 5g 0,41g 0,037g 0,01g
Aglicar 20g 20g Og Og
Agar 1,6g 0,4g 0,05g Og
Extrato de levedura 2,33g 0,18g 0,32g 0,03g
Metil P-hidroxibenzoato [10% p/v] 0,6 mL

% carbs 97,7%

% protein 1,9%

% fat 0,4%

Total grams 20,99g 0,407g 0,04g

Total Kcal 83,96 1,628 0,36 85,94
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Tabela 4: Informacéo nutricional da dieta High Fat.

Carbs(g) Protein(g) Fat(g) TotalKcal

High Fat Diet

Aguadestilada 100 mL

Farinha de milho 5g 0,41g 0,037g 0,01g
Aglicar 7,3¢g 7,3g 0g Og
Agar 1,6g O4g 0,05g Og
Extrato de levedura 2,33g 0,18g 0,32g 0,03g
Oleo de coco (20% v/v) 6mL Og Og 6g
Metil P-hidroxibenzoato [10% p/v] 0,6mL

% carbs 37,19%

% protein 1,83%

% fat 60,98%

Total grams 8,29g 0,407g 5,04
Total Kcal 33,16 1,628 54,36 89,14

Tabela 5: Informacéo nutricional da dieta Ketogenic.

Carbs(g) Protein(g) Fat(g) Total Keal

Ketogenic Diet

Agua destilada 100 mL

Farinhade coco 12g 0,6g 1,6g 6,2g
Farinha de peixe 0,8g Og 0,56g 0,081g
Fermento seco 2,33g 0,18¢g 0,32g 0,03g
Agar 16g 0,4g 0,05g og
Oleo de coco 0,2mL Og 0g 0,2g
Metil P-hidroxibenzoato [10% p/v] 0,6 mL

% carbs 6,42%

% protein 13,79%

9% fat 79,79%

Total grams 1,18g 2,53g 6,511g
Total Kcal 4,72 10,12 58,59 73,43

Em seguida a padronizacdo das dietas, fomos avaliar se essas
modificacdes dietéticas impactam na sobrevida das moscas comparando as

dietas em machos e em fémeas (Figura 16).

4.3 Ensaio de consumo alimentar

O ensaio de consumo alimentar foi adaptado de CHAKRABORTY et al.
(2021). As moscas Canton S (15 fémeas e 15 machos, de 0 a 10 dias de idade)
foram colocados em jejum por 2 horas e transferidas para um frasco de
alimentacdo contendo 1,5% de agar misturado com 0,4% de corante
alimenticio azul e as respectivas dietas em andlise neste trabalho. Apés
permitir a alimentacdo por 10 minutos, as 15 moscas de cada frasco foram
coletadas em frascos vazios e congeladas a -20 °C. Em tubo Eppendorf de 1,5
mL, as respectivas moscas congeladas foram coletadas e homogeneizadas em

1 mL de PBS 1X usando um homogeneizador portatil. Os tubos foram entao
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centrifugados a 13000 G por 30 minutos. A densidade Optica (DO) dos
sobrenadantes foi medida a 595 nm, utilizando um espectrofotometro (BioTek
800 TS Absorbance Reader). A DO/mosca foi comparada entre as diferentes

condi¢des usando o teste one-way ANOVA.
4.4 Bactérias e condi¢cdes de cultivo

Foram utilizadas bactérias da espécie Klebsiella pneumoniae ATCCe a
bactérias multirresistente Klebsiella pneumoniae B31, sendo essa ultima um
isolado bacteriano obtido do lavado broncoalveolar de uma paciente internada
emunidade de terapia intensiva no Nordeste do Brasil (PROFETA et al., 2018).
Para o estoque, as bactérias foram mantidas em caldo BHI : glicerol 80%
estéril, na proporcdode 1:1 a - 80 °C.

Para preparo do indculo, 100 puL do estoque das bactérias foram
cultivados por 24 horas em 9 mL de meio BHI a 37° C. Em seguida, 100 yL da
cultura foi repicado em 9 mL de um novo meio BHI e cultivadas por mais 24
horas a 37° C. ApGs o periodo de incubacao, a cultura foi centrifugada por 15
minutos, a 1500 RPM, para obtencdo do pellet de bactérias e o sobrenadante
foi dispensado.

Para a infeccdo oral, o sedimento bacteriano foi ressuspendido em
salina estéril. A suspenséo bacteriana continha uma concentracdo média de
1,0 x 10° UFC/mL, a qual foi conferida através do plaqueamento e contagem

das colbnias a cada experimento.
4.5 Infeccao oral

Para a infeccao oral foram utilizadas moscas convencionais adultas de
1-10 dias de idade. Primeiramente, as moscas foram deixadas em jejum
durante 2 horas. Em seguida foram colocadas 15 moscas, por um periodo de 8
horas, em um tubo contendo papel filtro embebido com 150 uyL do in6culo
bacteriano ou da solucao de salina estéril 0,9%. Finalmente, as moscas foram
transferidas para as respectivas dietas, nas quais ficaram durante 14 horas
(Figura 12).
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Figura 12: Desenho esquematico da infeccdo oral em Drosophila. A. Drosophilas
de 1 a 10 dias de vida estdo submetidas a dieta padrao de laboratério. B. As moscas
sdo colocadas em jejum por 2 horas. C. Drosophilas sao colocadas em infec¢éo por 8
horas, em frasco contendo disco de papel filtro embebido pelo inéculo bacteriano. D.

As moscas sao transferidas para frascos contendo as diferentes dietas por 14 horas.

4.6 Andlise de sobrevivéncia (lifespan)

No ensaio de sobrevivéncia, foram utilizadas 15 moscas por tubo,
visando padronizar o nUmero de moscas no interior do recipiente e assegurar
gue a densidade populacional do frasco fosse adequada para ndo causar
estresse as moscas. Além disso, apenas moscas “de aparéncia saudavel”’ (sem
pernas faltantes e sem asas cortadas) foram incluidas no experimento.
Quaisquer individuos que morressem nas primeiras 24 horas apos o inicio do
experimento seriam excluidos de analises posteriores, uma vez que estas
moscas poderiam ter morrido em decorréncia da manipulagcdo de um frasco
para o outro e ndo por consequéncia da dieta ou da infeccdo. Nesse ensaio,
foram realizadas trés réplicas biol6gicas, e 0 numero de moscas mortas em

cada recipiente foi registrado diariamente.

4.7Determinacdo do numero de unidades formadoras de col6nias (CFU)
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4.7.1 Técnica de microbiota cultivada

As moscas foram primeiramente resfriadas a -20° C por 10 minutos e
cada mosca separadamente foi mergulhada em salina estéril a fim de remover
possiveis microrganismos presentes em sua superficie. Em seguida, os
animais foram dissecados, com auxilio de um estereomicroscopio (Carl Zeiss
AG, Alemanha) e micro pingas (Oduos Instrumentos, Brasil), e o intestino e a
carcagca foram separados e mantidos em 300 pL de solugcdo salina.
Posteriormente, estes tecidos foram macerados com auxilio de um pistilo em
solugdo salina. Cada amostra continha dois intestinos ou carcacgas, formando
um pool.As diluicdes foram plagueadas nos meios de cultura agar manitol,
extrato de levedura e peptona (MYP), agar manitol, rogosa e sharpe (MRS),
agar MacConkey, e agar sabouraud com cloranfenicol e incubadas a 37 °C. A
contagem da CFU foi realizada 24 horas apos o plagueamento. Para a
contagem foi selecionada a diluicdo com 10 a 70 colénias, uma vez que foi
realizado o plaqueamento em microgota. O valor obtido foi dividido pelo fator
de diluicdo (grau de diluicdo x volume plaqueado). Os resultados foram

expressos como média de CFU por pool de intestinos/carcacas.

4.7.2 Meios de cultura bacteriologica

Para avaliar a carga microbiana total do intestino e da carcaca da
mosca, foram utilizados 5 meios de cultura bacteriolégico, tanto meio seletivo,
guanto meio n&o-seletivo, visando cultivar o maior numero possivel de

bactérias presentes na Drosophila melanogaster.
a. Agar manitol, extrato de levedura e peptona (MYP)
Indicacao: é utilizado para o isolamento de bactérias do acido acético.

Tabela 6: Constituicdo do meio de cultura agar dextrose-sorbitol-manitol com

as respectivas proporgdes de cada reagente que compde 0 meio.

Agua destilada 1000 mL
Placas (25 mL cada) 40 placas
Manitol 25¢
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Extrato de levedura 59
Peptona 39
Agar 209

b. Agar manitol, rogosa e sharpe (MRS)

Indicacéo: é recomendado para cultivo, enriquecimento e isolamento de

Lactobacillus spp.

Tabela 7: Constituicdo do meio de cultura agar dextrose-sorbitol-manitol com

as respectivas propor¢des de cada reagente que compde o meio.

Agua destilada 1000 mL
Placas (25 mL cada) 40 placas
MRS 68,29

c. Agar MacCONKEY:

Indicacdo: isolamento, cultura e identificacdo de enterobactérias e

microrganismos nao fermentadores.

Tabela 8: Constituicdo do meio de cultura 4gar dextrose-sorbitol-manitol com

as respectivas propor¢des de cada reagente que compde o meio.

Agua destilada 1000 mL
Placas (25 mL cada) 40 placas
MacCONKEY 509

d. Agar sabouraud com cloranfenicol:

Indicacdo: O agar dextrose Sabouraud com cloranfenicol € usado para

o isolamento seletivo de fungos.
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Tabela 9: Constituicdo do meio de cultura agar dextrose-sorbitol-manitol com

as respectivas propor¢cdes de cada reagente que compde o meio.

Agua destilada

1000 mL

Placas (25 mL cada)

40 placas

Sabouraud

659

Cloranfenicol (0,02% m/v)

0,29

Tabela 10: Comparacao da atmosfera, tempo de incubacdo e microorganismos alvo
dos meios de cultura utilizados para avaliar carcaga e intestino das moscas.

Meio de Cultura Atmosfera Tempo de Microorganismo
incubacéao alvo
MRS Aerobiose e 1 dia Lactobacillaceae
Anaerobiose
MYP Aerobiose 1 dia Acetobacteraceae
Agar MacConkey Aerobiose 1 dia Enterobacteriaceae
Agar Sabouraud Aerobiose 7 dias Leveduras
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4.8. Estratégia experimental | (Lifespan)
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Figura 13: A. Delineamento experimental para avaliacdo da sobrevivéncia das
moscas apés introducdo das diferentes dietas. A. As moscas vivas foram
contabilizadas por 36 dias consecutivos. As moscas que morreram nas primeiras 24
horas apés a introducdo das dietas ndo foram contabilizadas, a fim de evitar falsos
positivos, uma vez que a morte poderia ser devido a manipulac¢do do animal e ndo por
causa da dieta em si. B.Delineamento experimental para avaliacdo da
sobrevivéncia das moscas ap6s introducéo das diferentes dietas e infec¢éo oral
com Klebsiella pneumoniae B31. As moscas foram infectadas por via oral por 7 dias
consecutivos, sendo que a cada 24 horas as moscas eram repassadas para um novo
tubo contendo salina ou um novo inoculo bacteriano. As moscas vivas foram
contabilizadas por 20 dias consecutivos ao longo de todo o experimento. As moscas
gue morreram nas primeiras 24 horas apoés a introducdo das dietas e da infec¢éo oral
nao foram contabilizadas, a fim de evitar falsos positivos, uma vez que a morte poderia

ser devido a manipulacdo do animal e ndo por causa da dieta e/ou do patégeno em si.



44

4.9 Estratégia experimental Il (Microbiota cultivada do intestino e da
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Figura 14: Delineamento experimental para avaliagcdo da microbiota do intestino
e da carcaca da Drosophila melanogaster ap6s infec¢cdo oral com Klebsiella
pneumoniae multirresistente. As moscas foram infectadas por via oral por 7 dias
consecutivos, sendo que a cada 24 horas as moscas eram repassadas para um novo
tubo contendo salina e um novo indculo bacteriano. No oitavo dia, as moscas foram
dissecadas e cultivadas em meios de cultura bacteriolégico para analise da carga

bacteriana.
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4.10 Estratégia experimental 1l (Cinética da infec¢&o)
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meios de cultura meios de cultura meios de cultura meios de cultura
bacterioldgico bacterioldgico bacterioldaico bacterioldgico

/% Infecgdo oral com Klebsiella pneumoniae B31

Figura 15: Delineamento experimental para avaliacdo do efeito do tempo de
infeccdo oral na microbiota do intestino e da carcaca da Drosophila
melanogaster apés infeccdo com Klebsiella pneumoniae multirresistente.
Moscas fémeas foram infectadas por via oral por 20 dias consecutivos, sendo que a
cada 24 horas elas eram repassadas para um novo tubo contendo salina ou um novo
inéculo bacteriano. Nos dias 1, 6, 12 e 20 de infeccdo oral, as moscas foram
dissecadas e cultivadas em meios de cultura bacteriolégico para analise da carga

bacteriana.

4.11 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos em média = desvio padrdo. Para as
comparacdes do efeito da dieta na carga bacteriana e comparacfes entre 0
crescimento bacteriano nos grupos nédo infectados e infectados foi utilizada
analise de variancia one-way ANOVA. As curvas de sobrevivéncia foram
plotadas utilizando a estimativa de sobrevida de Kaplan-Meier e as diferencas
entre até duas curvas de sobrevivéncia foram avaliadas pelo método log-rank
(Mantel — Cox).

O nivel de significancia adotado foi de a < 0,05. Todos os dados foram
analisados e plotados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0.2
(GraphPad Software, San Diego, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 As diferentes composicbes dietéticas impactam na sobrevivéncia
(lifespan) das moscas.

O primeiro passo foi avaliar se as dietas Standard, High Fiber, High
Sucrose, High Fat e Ketogenic impactam no percentual de sobrevivéncia de
moscas machos e fémeas. Nesse experimento, triplicatas de 15 machos e 15
fémeas foram colocadas, separadamente, em frascos contendo as respectivas
dietas avaliadas neste trabalho. As moscas vivas e mortas foram contabilizadas
por 36 dias consecutivos. As Drosophilas que morreram nas primeiras 24 horas
apos a introducao das dietas nao foram contabilizadas, a fim de evitar falsos
positivos, uma vez que a morte poderia ser devido a manipulacédo do animal e
nao em decorréncia da dieta em si. Os frascos de comida eram trocados a
cada dois dias para evitar contaminacdo e, consequentemente, uma possivel
interferéncia na taxa de sobrevivéncia dos animais. O registro de morte foi
realizado diariamente, no mesmo horario, até que se completassem 36 dias de

registro.



Percent survival

1104
100

R L,
90 ey L

40 T

AStandard Diet

BN 94.34% C
B 04.63% P
Bm 01.03% F

G Lifespan

Standard Diet

80+ ,
704
60
o Female]

- Male

T T
Q’LV"O%Q'L,\,D‘

T T T T
D ofa

%
2o
%
2
)

>
2

Percent survival

B High Fiber Diet

C High Sucrose Diet

D High Fat Diet

47

E Ketogenic Diet

Percent survival

W 93.85% C W= 97.70% C W 37.19% C - 06.42% C
. 03.72% P W= 01.90% P == 01.83% P 13.79% P
. 02.43% F == 00.40% F == 60.98% F - 79.79% F
F g 8 1 2 3 4 33 34 35 36 % *’
1 I } ] L } 1 1
/ T T 7 F T T 4 4 7 \
o Q l 5] Q
Dia 1 de Dia 36 de
dieta dieta
Lifespan Lifespan
H High Fiber Diet | High Sucrose Diet
— — 1104
© ©
2 > 100
Z Z o0
a 7 80
c c 70
3 3 60
S so4 ,\Fﬂerinale ns 5 osod - ll\:/IerInaIe"‘
a = o —
40|||axex|||||x|||||xx 40 a|e||||||||||||||
ARSI AN N N OV e © "V " RSN LNV I A
Days Days
Lifespan K Lifespan '
High Fat Diet Ketogenic Diet

Figura 16: Caracterizacéo e avaliacdo do impacto das dietas no percentual de sobrevivéncia de

moscas machos e fémeas. A - E Distribuicdo dos macronutrientes das dietas. F- Desenho

experimental do ensaio de sobrevivéncia das moscas submetidas as dietas (C. Carbohydrate, P.

Protein, F. Fat). G - K Comparacdo do percentual de sobrevivéncia (lifespan) de machos e fémeas

submetidos as diferentes dietas. 15 machos e 15 fémeas foram colocados, separadamente, em

frascos contendo as respectivas dietas avaliadas neste trabalho. Os frascos de comida eram trocados

a cada dois dias a fim de evitar contaminac@o e uma possivel interferéncia na taxa de sobrevivéncia

dos animais. O registro de morte foi realizado diariamente, no mesmo horério, até que se

completassem 36 dias de registro. Nao foi observada diferenca significativa da taxa de sobrevivéncia

entre machos e fémeas submetidos a mesma fonte de alimento em nenhuma das dietas em estudo.
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N6s observamos que com a dieta Standard, durante 36 dias de
observacéo, as moscas machos comecaram a morrer a partir do décimo quarto
dia, enquanto que as fémeas, no vigésimo primeiro dia. Nessa dieta, a
porcentagem de sobrevivéncia dos machos, ao final dos 36 dias de
observacéo, foi de 88,88% , e das fémeas, foi de 73,33% . Quando analisamos
o percentual de sobrevivéncia das moscas na dieta High Fiber, observamos
gue as moscas machos comecaram a morrer no décimo quarto dia, enquanto
gue as fémeas, no décimo dia. Ao final do experimento, machos apresentaram

um percentual de sobrevivéncia de 83,33% , e fémeas, de 76,66% .

A analise da dieta High Sucrose mostrou que as moscas machos
comecaram a morrer a partir do décimo nono dia, e as fémeas, a partir do
vigésimo sétimo dia. Ao final dos 36 dias de observagdo, os machos
apresentavam uma taxa de sobrevivéncia de 86,6%, enquanto as fémeas, uma
taxa de 76,6%. Na dieta High Fat, machos comecaram a morrer no oitavo dia,
e as fémeas, no décimo sexto dia. Ao final do experimento, os machos
apresentavam uma taxa de sobrevivéncia de 75,86% , e as fémeas, uma taxa
de 65,5%. Finalmente, a analise do grupo Ketogenic mostrou que Drosophilas
machos comecaram a morrer no sétimo dia de dieta, enquanto que as fémeas,
no décimo terceiro dia. Ao trigésimo sexto dia de observacdo, machos

apresentavam um percentual de sobrevivéncia de 68,9%, e fémeas, de 56,6% .

Os resultados desse ensaio de sobrevivéncia indicam que as dietas High
Fat e Ketogenic apresentam maior impacto na sobrevida das moscas, em
relacdo as demais dietas. Quanto ao dimorfismo sexual, as fémeas parecem
viver menos que os machos, porém esse fendtipo ndo parece ser acentuado

entre as diferentes dietas.
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5.2. As diferentes composi¢cBes dietéticas afetam a composicdo da
microbiota das Drosophilas que diferem quantitativamente entre macho e

fémea.

Machos e fémeas, de 1 a 10 dias de vida, foram colocados, por sete
dias, em frascos contendo as dietas em analise neste trabalho. Em seguida, os
animais foram dissecados, separando intestino e carcaca. Cada amostra
continha dois intestinos ou carcagas, formando um pool. As diluicdes foram
plagueadas nos meios de cultura agar Manitol, Rogosa e Sharpe (MRS),
recomendado para o cultivo de Lactobacillaceae; agar Manitol, Extrato de
levedura e Peptona (MYP), que permite crescimento de bactérias da familia
Acetobacteraceae; e agar MacConkey, que favorece o0 crescimento de
Enterobacteriaceae. As placas inoculadas foram incubadas a 37° C e a
contagem de CFU foi realizada 24 horas ap0s o plagueamento.

log CFU / carcasses pool
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Figura 17: Contagem de CFU no intestino e na carcaca de moscas machos e fémeas
submetidas as diferentes dietas durante 7 dias.A. Desenho experimental do ensaio de
microbiota cultivada. B - F. Compara¢do da contagem de CFU no intestino de machos e

fémeas submetidos as diferentes dietas durante 7 dias. Cada amostra contém 2 intestinos,
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formando um pool. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (n = 8). G — K
Comparagédo da contagem de CFU na carcaca de machos e fémeas submetidos as diferentes
dietas durante 7 dias. Cada amostra contém 2 carcacgas, formando um pool. Os resultados

foram expressos como média + desvio padréo (n = 8). Andlise de variancia one way ANOVA.

Machos e fémeas submetidos a dieta Standard (Figura 17 - B e G)
apresentaram diferenca significativa no crescimento de bactérias das familias
Lactobacillaceae e Acetobacteraceae, tanto em carcaca quanto em intestino.
Na microbiota cultivada do intestino, machos apresentaram maior crescimento
bacteriano de Lactobacillaceae (p < 0,0001) e de Acetobacteraceae (p
<0,0001), enquanto que o contrario foi observado na microbiota cultivada das
carcacas, tendo as fémeas maior crescimento de Lactobacillaceae (p = 0,0046)
e de Acetobacteraceae (p = 0,0006).

Quando submetidas a dieta High Fiber, também foi observada diferenca
significativa no crescimento de bactérias (Figura 17 — C e H). No intestino,
fémeas apresentaram maior crescimento de Lactobacillaceae (p < 0,0001),
enquanto que em machos observou-se maior crescimento de
Acetobacteraceae. (p < 0,0001). Na carcaca esse padrdo se inverte, e 0s
machos apresentaram maior crescimento de Lactobacillaceae (p < 0,0001),
enquanto que as fémeas, maior crescimento de Acetobacteraceae (p =
0,0003).

Na dieta High Sucrose (Figura 17 — D e I), machos apresentaram maior
crescimento de Lactobacillaceae (p < 0,0001) e de Acetobacteraceae (p <
0,0001) no intestino, enquanto que na carcaca, nao foi observada diferenca

significativa no crescimento dessas bactérias entre machos e fémeas.

A microbiota do intestino de fémeas submetidas a dieta High Fat
apresentou menor crescimento de Lactobacillaceae (p < 0,0001) e de
Acetobacteraceae (p < 0,0001) do que a microbiota de machos. Na carcaca,
também foi observado menor crescimento de Lactobacillaceae (p < 0,0001).
em fémeas, e ndo foi observada diferenca significativa no crescimento de

Acetobacteraceae entre machos e fémeas. (Figura 17 — E e J).
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Por fim, observou-se que a microbiota do intestino de fémeas
submetidas a dieta Ketogenic apresentou menor crescimento de
Lactobacillaceae (p = 0,0265) e de Acetobacteraceae (p = 0,2723), enquanto
gue, na carcaca, fémeas apresentaram maior crescimento de Lactobacillaceae
(p < 0,0001) e de Acetobacteraceae (p < 0,0001). Além disso, diferentemente
dos grupos descritos anteriormente, tanto em machos quanto em fémeas foi
observado o crescimento de Enterobacteriaceae, sendo que o intestino de
machos mostrou maior crescimento dessas bactérias (p < 0,0001), enquanto
gue na carcaga as fémeas apresentaram maior crescimento dessas mesmas

bactérias (p < 0,0001). (Figura 17 — F e K).

As alteracdes da microbiota observadas nao parecem estar associadas,
exclusivamente, com a quantidade de consumo da dieta, uma vez que pela
avaliacdo do consumo alimentar (Figura 18 — B e C) todos 0s grupos comeram
semelhantemente, ndo havendo diferenca significativa de consumo entre as

diferentes dietas, tanto em macho quanto em fémeas.

Quanto a andlise da abundancia relativa da composicao dos diferentes
grupos bacterianos (Figura 18 D — G), as dietas Standard, High Fiber, High
Sucrose e High Fat parecem apresentar um perfil similar, diferentemente do
gue € observado no grupo Ketogenic, que apresentou crescimento de
bactérias da familia Enterobacteriaceae, e reducdo das familias

Lactobacillaceae e Acetobacteraceae.
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Figura 18: Caracterizacdo do consumo alimentar e da abundéancia relativa da microbiota
do intestino e da carcaca de moscas machos e fémeas. A. Desenho experimental do ensaio
de consumo alimentar. B - C. As moscas Canton S (15 fémeas e 15 machos, de 1 a 10 dias de
idade) foram colocadas em jejum por 2 horas e transferidas para um frasco de alimentagéo
contendo 1,5% de agar misturado com 0,4% de corante alimenticio azul e as respectivas dietas
em analise neste trabalho. Apds permitir a alimentagéo por 10 minutos, as 15 moscas de cada
frasco foram coletadas em frascos vazios e congeladas a -20 °C. Em tubo Eppendorf de 1,5 mL,
as respectivas moscas congeladas foram coletadas e homogeneizadas em 1 mL de PBS 1X
usando um homogeneizador portétil. Os tubos foram entdo centrifugados a 13.000 G por 30

minutos. A densidade éptica (OD) dos sobrenadantes foi medida a 595 nm utilizando um
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espectrofotdbmetro (BioTek 800 TS Absorbance Reader. Os resultados foram expressos como
média + desvio padréo (n = 15) e nao foi observada diferenca significativa do consumo alimentar
tanto de machos quanto de fémeas nas dietas analisadas (machos: p = 0,1191; fémeas: p =
0,2512). D - G. Distribui¢do percentual da abundancia relativa, em nivel de familia, de amostras

de intestino e carcaca de machos e fémeas analisadas por microbiota cultivada.

5.3- Drosophilas alimentadas com dietas High Fat ou Ketogenic
apresentaram maior susceptibilidade a infeccdo oral causada pela bactéria

multirresistente Klebsiella pneumoniae.

Para verificar se houve diferenca na resposta a infeccdo oral por K.
pneumoniae multirresistente, entre as diferentes dietas, ndés avaliamos o
percentual de sobrevivéncia de machos e fémeas néo infectados e infectados

durante 20 dias.

Moscas machos, ndo infectadas e infectadas com K. pneumoniae
multirresistente, submetidas as dietas Standard, High Fiber, High Sucrose e High
Fat ndo apresentaram diferenca significativa no percentual de sobrevivéncia, no
entanto quando submetidas a dieta Ketogenic foi observada diferenca
significativa entre as moscas néao infectadas e as moscas infectadas (p= 0,0034).
Nessa dieta, ao final dos 20 dias de infeccdo, as moscas nao infectadas
apresentaram um percentual de sobrevivéncia de 66,66%, e as moscas
infectadas, de 33,33%. (Figura 19).

Em relacdo as moscas fémeas nao infectadas e infectadas com K.
pneumoniae multirresistente, ndo foi observada diferenca significativa no
percentual de sobrevivéncia quando as moscas foram submetidas as dietas
Standard, High Fiber e High Sucrose. Ja na dieta High Fat, fémeas infectadas e
nao infectadas apresentaram diferenca significativa (p = 0,0229) e, ao final do
experimento, o grupo nédo infectado apresentava uma taxa de sobrevivéncia de
75,86%, enquanto o grupo infectado, uma taxa de 47,72%. Fémeas submetidas
a dieta Ketogenic também apresentaram diferenca significativa no percentual de
sobrevivéncia entre ndo infectadas e infectadas (p = 0,0002). No vigésimo dia,
74,97% das moscas nédo infectadas submetidas a essa dieta estavam vivas,

enquanto que 23,3% das moscas infectadas estavam vivas (Figura 20).
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Esses dados sugerem que, como as fémeas apresentaram uma diferenca
fenotipica maior na susceptibilidade a infeccdo comparado com o seu respectivo
grupo controle ndo infectado, nosso foco de estudo a partir desse momento sera

apenas nas moscas fémeas, a fim de reduzir variaveis experimentais.
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Figura 19: Percentual de sobrevivéncia de machos nado infectados e infectados com

Klebsiella pneumoniae B3le submetidos as dietas Standard, High Fiber, High Sucrose,

High Fat e Ketogenic. A. Delineamento experimental para avaliagdo da sobrevivéncia das

moscas apos introdugdo das diferentes dietas e infeccao oral com Klebsiella pneumoniae B31.
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As moscas foram infectadas por via oral por 7 dias consecutivos, sendo que a cada 24 horas as
moscas eram repassadas para um novo tubo contendo salina e um novo indculo bacteriano.
Moscas vivas foram contabilizadas por 20 dias consecutivos ao longo de todo o experimento. B
- F. N&o foi observada diferenga significativa no percentual de sobrevivéncia entre machos néo
infectados e infectados submetidos as dietas Standard, High Fiber, High Sucrose e High Fat,
enquanto que machos nao infectados e infectados submetidos a dieta Ketogenic apresentaram
diferencga significativa no percentual de sobrevivéncia (p** 0,0034).
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introducdo das diferentes dietas e infeccdo oral com Klebsiella pneumoniae B31. As moscas foram
infectadas por via oral por 7 dias consecutivos, sendo que a cada 24 horas as moscas eram
repassadas para um novo tubo contendo salina e um novo inéculo bacteriano. Moscas vivas foram
contabilizadas por 20 dias consecutivos ao longo de todo o experimento. B - F. Ndo foi observada
diferenga significativa no percentual de sobrevivéncia entre fémeas néo infectadas e infectadas
submetidas as dietas Standard, High Fiber e High Sucrose, enquanto que fémeas nédo infectadas e
infectadas submetidas as dietas High Fat e Ketogenic apresentaram diferenca significativa no

percentual de sobrevivéncia (p* = 0,0229, p*** = 0,0002 respectivamente).

5.4. Andlise da cinética de modulacdo da microbiota das Drosophilas
durante a infeccdo oral causada pela bactéria multirresistente Klebsiella
pneumoniae comparando os efeitos entre as dietas Standard, High Fat e

Ketogenic

Através da avaliacédo da cinética da infec¢cdo buscou-se compreender 0s
seguintes pontos, 1) como o tempo de infeccdo afeta a contagem de CFU no
intestino das moscas e 2) qual a correlacdo entre o percentual de sobrevivéncia
de fémeas nao infectadas e infectadas com Klebsiella pneumoniae B3le
submetidas as dietas Standard, High Fat e Ketogenic, e a contagem de CFU no

intestino em diferentes pontos do tempo

As moscas infectadas e submetidas a dieta Standard apresentaram, em
comparacdo as moscas nado infectadas, reducdo da contagem de CFU de
bactérias da familia Lactobacillaceae nos dias 1, 6 e 12 de anélise (p < 0,0001;
p = 0,0031; p < 0,0001 respectivamente); reducao da contagem de bactérias da
familia Acetobacteraceae nos pontos 1, 6, 12 e 20 de andlise (p = 0,0004; p =
0,0151; p < 0,0001; p = 0,0005 respectivamente); crescimento de leveduras
nos dias 6, 12 e 20 (p < 0,0001) ); e aumento de CFU de bactérias anaerdbicas
nos pontos 1, 6, 12 e 20 de experimento (p < 0,0001; p = 0,0320; p < 0,0001; p
< 0,0001 respectivamente). (Figura 21. B, E, H, K)

No grupo de moscas infectadas por K. pneumoniae B31 e alimentadas
com dieta High Fat foi observado, em comparacédo as moscas néo infectadas,
reducdo da contagem de CFU de bactérias da familia Lactobacillaceae nos
pontos 1, 6, 12 e 20 (p = 0,0466; p < 0,0001; p = 0,0035; p = 0,0012
respectivamente); reducdo da contagem de Dbactérias da familia
Acetobacteraceae nos dias 1, 6, 12 e 20 (p = 0,2854; p < 0,0001; p = 0,0004; p
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= 0,0079 respectivamente); e crescimento de leveduras nos pontos 6, 12 e 20
(p < 0,0001)). Além disso, as moscas nao infectadas apresentaram crescimento
de enterobactérias nos dias 12 e 20 de analise, bem como crescimento de
leveduras no vigésimo dia de experimento. (Figura 21. C, F, I, L).

Por fim, as moscas infectadas e alimentadas com dieta Ketogenic
apresentaram, em comparacdo as moscas nhao infectadas, reducdo da
contagem de CFU de bactérias da familia Acetobacteraceae nos dias 1, 6, 12 e
20 de analise (p = 0,0023; p = 0,0069; p = 0,0002 respectivamente), e
crescimento de levedura nos pontos 6, 12 e 20 (p = 0,0486; p = 0,0141; p <
0,0001 respectivamente). Ademais, foi observado que até mesmo as moscas
nao infectadas apresentaram crescimento de enterobactérias e de leveduras a

partir do sexto dia de experimento. (Figura 21. D, G, J, M)

Esses resultados sugerem que as diferentes dietas (Standard, High Fat e
Ketogenic) tiveram impactos distintos na microbiota das moscas infectadas. A
reducdo na contagem de bactérias da familia Lactobacillaceae e
Acetobacteraceae e 0 crescimento de Enterobacteriaceae e Leveduras
indicam que as dietas podem influenciar a composicdo e o equilibrio da
microbiota intestinal em resposta a infeccdo por K. pneumoniae B31. Essas
descobertas ressaltam a importancia da dieta na modulacdo da microbiota e na

resposta imune do hospedeiro.
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da sobrevivéncia das moscas apés introdugdo das dietas Standard, High Fat e Ketogenic
associadas a infeccgédo oral por Klebsiella pneumoniae B31. B, E, H e K. Avaliagdo da contagem
de CFU das moscas néo infectadas e infectadas submetidas a dieta Standard nos tempo 1, 6,
12 e 20 dias. C, F, | e L. Avaliacdo da contagem de CFU das moscas nédo infectadas e
infectadas submetidas a dieta High Fat nos tempo 1, 6, 12 e 20 dias. D, G, J e M. Avaliacdo da
contagem de CFU das moscas nao infectadas e infectadas submetidas a dieta Ketogenic nos
tempo 1, 6, 12 e 20 dias.

7

5.5. O fendtipo de susceptibilidade a infeccdo ndo é reproduzido em
moscas infectadas por Klebsiella pneumoniae n&o resistente e
alimentadas com dieta Standard, High Fat ou Ketogenic
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Figura 22: Avaliacdo da sobrevivéncia das moscas apos introduc¢éo das dietas Standard,
High Fat e Ketogenic associadas a infeccdo oral por Klebsiella pneumoniae néo

resistente.

Para verificar se houve diferenca na resposta a infec¢cdo oral por K.
pneumoniae nao resistente a antimicrobianos, entre as dietas Standard, High Fat
e Ketogenic, n0s avaliamos o percentual de sobrevivéncia de fémeas néo

infectadas e infectadas durante 20 dias.
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Moscas fémeas, néao infectadas e infectadas com K. pneumoniae nao
resistente, submetidas as dietas Standard, High Fat e Ketogenic né&o
apresentaram diferenca significativa no percentual de sobrevivéncia, no entanto
qguando submetidas & dieta Ketogenic foi observada maior tendéncia de
letalidade das moscas infectadas. Nessa dieta, ao final dos 20 dias de
experimento, as moscas infectadas apresentaram um percentual de

sobrevivéncia de 67,85%, e as moscas nao infectadas, de 78,12%. (Figura 21).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, utilizamos a mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster,
para investigar como a dieta modula a microbiota do hospedeiro, e como a
interacdo entre dieta e microbiota afeta a resposta e a sobrevivéncia do
hospedeiro frente a infeccdo pela bactéria Gram-negativa multirresistente
Klebsiella pneumoniae.

Recentemente, a D. melanogaster ganhou grande relevancia na
interacao patdgeno-hospedeiro e no controle de doencas infecciosas devido as
caracteristicas evolutivas conservadas tanto na Drosophila quanto nos
vertebrados, incluindo cascatas imunes inatas, vias de transducédo de sinal e
reguladores transcricionais (YOUNES et al., 2020). A mosca-da-fruta serve
como hospedeira para uma diversidade de patdgenos e pode ser facilmente

infectada por esses patdgenos naturalmente ou em ambiente experimental.

Abordagens genéticas e moleculares revelaram semelhancas
impressionantes entre 0s mecanismos que regulam a defesa do hospedeiro do
inseto e a resposta imune inata dos mamiferos. (VODOVAR et al., 2005). Para
combater a infeccdo microbiana, a Drosophila ativa mdltiplas respostas
celulares e humorais que incluem melanizacdo, coagulacdo sanguinea,
producdo de diversos efetores, como peptideos antimicrobianos (AMP), e
fagocitose de microrganismos pelas células sanguineas. Os AMP séo
produzidos no corpo gorduroso, um equivalente funcional do figado dos
mamiferos. Andlises genéticas mostraram que as vias Toll e Imd regulam a
expressdo do gene AMP. A via Toll desempenha um papel critico na defesa
contra infeccdes bacterianas e fangicas Gram-positivas, enquanto a via Imd
medeia a maioria das respostas as infeccdes bacterianas Gram-negativas.(DE
GREGORIO et al.,, 2001; IRVING et al.,, 2001; BOUTROS, AGAISSE &
PERRIMON, 2002).

Em nosso trabalho, as analises de sobrevivéncia da infeccéo oral por K.
pneumoniae multirresistentedemonstraram que a bactéria é capaz de infectar
as moscas e a dose administrada afetou sua sobrevida. Este fendtipo foi

observado tanto em machos, quanto em fémeas. As mortes de moscas mais
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comumente estudadas causadas por infeccbes sdo casos em que ha uma
mutagao na via de sinalizagéo Toll ou Imd e as moscas mutantes morrem mais

rapidamente do que as moscas do tipo selvagem.

Estudos descobriram que quando as moscas mutantes morrem mais
rapidamente, ha um enorme aumento na quantidade de crescimento bacteriano
nestes mutantes. Dado que estas vias sdo responsaveis pela inducdo da
transcricdo do AMP e que a mutacdo destas vias leva ao crescimento
microbiano e a morte do hospedeiro, a transcricdo do AMP é frequentemente
utilizada como um substituto para a resisténcia a infec¢do. A suposicao € que
estes AMP séo as principais armas utilizadas para combater a infec¢cao e que
bloqueiam a reproducao bacteriana. (DIONNE & SCHNEIDER, 2008). Embora
nao tenhamos avaliado a ativacdo dessas vias em nosso trabalho,
hipotetizamos que a letalidade atribuida a mosca poderia estar associada a

expanséao de bactérias e a disseminacédo destas pelo organismo.

Além disso, nossos achados sugerem que moscas fémeas parecem ser
mais susceptiveis a infeccdo oral pela K. pneumoniae multirresistente do que
0s machos, porém esse fenotipo néo parece ser acentuado entre as diferentes
dietas. Diversos estudos demonstram a divergéncia na resposta imune entre
sexos em resposta a uma infeccdo bacteriana sistémica (BELMONTE et al.,
2020; VINCENT & SHARP, 2014). Embora os mecanismos que levam a este
dimorfismo ndo sejam ainda bem compreendidos, ha indicios de que fémeas
sdo0 mais susceptiveis a infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas.
Estudo anterior demonstrou que moscas fémeas infectadas com a Providencia
rettgeri, uma bactéria Gram-negativa, foram mais susceptiveis a infeccdo e a
via Toll foi responsavel pelo dimorfismo observado (DUNEAU et al., 2017).
Sendo assim, estudos para compreensdo dos mecanismos envolvidos no
dimorfismo observado em moscas infectadas pela K. pneumoniae sé&o

relevantes.

Na infec¢do oral continua ou crénica, um ponto a ser levantado é que
neste modelo a microbiota intestinal foi drasticamente afetada quando a D.
melanogaster foiinfectada pela K. pneumoniae, assim como a carga bacteriana

intestinal se elevou significativamente. Sendo assim, podemos considerar que
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0 aumento da carga de K. pneumoniae, pode levar a uma constante
competicdo deste patdbgeno com a microbiota no nicho intestinal e induzir a um
guadro de disbiose na mosca (IACOB, IACOB & LUMINOS, 2019; PICKARD et
al., 2017).

No presente trabalho, foi observado que as dietas ricas em gordura
saturada, principalmente a dieta Ketogenic, alteraram a composi¢ao e a carga
bacteriana das moscas submetidas a essa dieta. VON FRIELING e
colaboradores (2020) descobriram que, além da composicdo da microbiota, a
dieta rica em gordura também influencia a quantidade de bactérias no intestino.
Em seus experimentos, descobriram que a carga bacteriana nos intestinos foi
cerca de 2 vezes maior em moscas alimentadas com dieta rica em gordura do
gue em moscas alimentadas com dieta controle. Além disso, a dieta rica em
gordura induziu constipacéo leve e, consequentemente, o0 numero de manchas
fecais depositadas no frasco ao longo de 24 horas foi substancialmente
reduzido em cerca de 60-70%. Foram hipotetizados dois fatores que
provavelmente contribuiriam para o aumento da abundéncia microbiana em
resposta a uma dieta rica em gordura: 1) o alto conteudo energético, que
facilita o crescimento bacteriano nos intestinos, e 2) o aumento do tempo de
transito intestinal, que reduz a producéo fecal e, portanto, a perda de bactérias.
Ao testar uma dieta isocaldrica em que a fracdo de gordura foi substituida por
uma fracdo de carboidratos, conseguiram mostrar que o aumento do nivel de
energia ndo desempenha nenhum papel. Por outro lado, o tempo de transito
intestinal aumentou e a producéo fecal foi reduzida em moscas alimentadas
com dieta rica em gordura, e essas mudancas podem estar subjacentes ao
aumento da abundancia microbiana, induzida por dieta rica em gordura.
Ademais, uma dieta rica em gordura reduziu significativamente a producdo de
manchas fecais tanto em moscas reconstituidas com uma microbiota funcional
guanto em moscas germ-free. Esta resposta foi observada por um periodo
prolongado de até 10 dias. O tempo de transito intestinal foi mais curto em
moscas reconstituidas com uma microbiota funcional e alimentadas com dieta
controle. Em nosso trabalho, observamos que as dietas High Fat e Ketogenic

apresentam valores caloricos proximos, no entanto ao se comparar a propor¢cédo de

carboidrato : gordura entre essas duas dietas nota-se que a dieta High Fat apresenta
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maior proporc¢ao, visto que sua por¢cdo de carboidrato € consideravelmente maior do
gue a da dieta Ketogenic. Esse fato pode ajudar a explicar o porqué de a composigéo
da microbiota de moscas submetidas a essas dietas ser diferente, uma vez que foi
observado maior crescimento de enterobactérias em Drosophilas que se alimentaram

com dieta Ketogenic.

Por outro lado, a infeccdo bacteriana associada a uma dieta rica em
fibras pode ter contribuido para a resisténcia das moscas a infeccdo em funcéo
da regulacéo positiva na producdo de peptideos antimicrobianos (PONTON et
al., 2020). A resisténcia do hospedeiro mede a capacidade dos hospedeiros de
reduzir a carga de patégenos, (RABERG et al. 2007 , 2009; SCHNEIDER &
AYRES, 2008; BAUCOM & DE ROODE, 2011).Dados presentes na literatura
corroboram o presente resultado, pois a dieta € um importante fator para o
controle da imunidade do hospedeiro e resisténcia a infeccdes (UNCKLESS,
ROTTSCHAEFER & LAZZARO, 2015).

Dentre os principais resultados obtidos a partir dos experimentos para
avaliacdo da cinética da infeccdo, nés identificamos que as bactérias do género
Lactobacillus eas bactérias acido acéticas, que compdem a microbiota da
mosca, tendem a ser reduzidas em decorréncia da infeccdo oral pela K.
pneumoniae. Bactérias acido acéticas sdo abundantemente encontradas no
intestino da D. melanogaster (BRODERICK; LEMAITRE, 2012; MOGHADAM,;
THORSHAUGE, KRISTENSEN, DE JONGE et al, 2018)e séo
importantemente relacionadas a producdo de acetato, um &acido graxo de
cadeia curta, que controla o metabolismo e o sistema imune do hospedeiro
(KAMAREDDINE, ROBINS, BERKEY, MEKALANOS et al.,, 2018; KUMAR;
RANI; DATT, 2020).Com a avaliacdo do efeito do tempo de infec¢do sobre a
microbiota, noés identificamos que na infeccdo pela K. pneumoniae
multirresistenteo tempo da infeccédo afeta a microbiota intestinal, diminuindo o
namero de bactérias que compdem a microbiota residente da mosca, e

aumentando o nimero de microorganismos nao residentes.

E importante considerar que, neste experimento, a dieta pode ser um
fator que contribui para a alteragdo da microbiota apos a infeccdo, uma vez que

a dieta é um fator essencial para a manutencdo da composicdo de
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microrganismos simbiontes no intestino da D. melanogaster (BRODERICK;
LEMAITRE, 2012; FINK; STAUBACH; KUENZEL; BAINES et al., 2013), e na
mosca de laboratdrio, a ingestdo continua da bactéria simbionte é essencial
para a manutencdo desta no intestino (PAIS; VALENTE; SPORNIAK;
TEIXEIRA, 2018).A partir dosresultados obtidos, temos que a infecgéo continua
pela K. pneumoniae multirresistente tende a afetar a microbiota intestinal da
mosca-da-fruta, entretanto, experimentos durante um maior periodo de
infeccdo sao relevantes para explorar se ocorre a recomposi¢cao da microbiota
e/ou eliminacdo do patégeno apds infeccdo crbnica por K. pneumoniae,
analisando ndo somente as bactérias do género Lactobacillus como também do

género Acetobacter.

Ja é bem descrito na literatura que, dietas tipicamente ocidentais, estao
correlacionadas com o desenvolvimento de doencas inflamatérias e este fator
esta associado com alteracdes da microbiota intestinal (DUAN et al., 2018).
Nosso trabalho sugere que a dieta High Fat, ou a ma alimentacéo, pode ser um
dos fatores extrinsecos que podem estar contribuindo com o aumento de
infeccbes por bactérias multirresistentes. Por outro lado € importante salientar
gue a dieta cetogénica, mesmo sendo rica em gordura saturada, tem sido muito
utilizada atualmente como estratégia terapéutica para desordens neuroldgicas
(DIETCH et al., 2023; LI et al., 2021) , porém nossos dados sugerem que esta
dieta pode também contribui para uma maior susceptibilidade do hospedeiro
frente a infec¢des causadas por bactérias de dificil tratamento como a utilizada

neste trabalho.

Os dados discutidos neste trabalho reforcam a importancia da busca de
estratégias de modulacdo da microbiota para lidar com infec¢des. Ainda muito
deve ser explorado, principalmente na investigacdo dos mecanismos
moleculares que possam estar envolvidos na interacdo dieta-microbiota e
defesa contra a infec¢do, sendo importante identificar quais componentes da

microbiota estariam diretamente envolvidos nesse processo.
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7. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

e As dietas High Fat e Ketogenic apresentam maior impacto na sobrevida
das moscas, em relacdo as demais dietas.

e Quanto ao dimorfismo sexual, as fémeas parecem viver menos que 0S
machos, porém esse fenétipo ndo parece ser acentuado entre as
diferentes dietas.

e Moscas ndo infectadas submetidas as dietas Standard, High Fiber, High
Sucrose e High Fat parecem apresentar um perfil similar de grupos
bacterianos presentes na carcacga e no intestino, diferentemente do que
€ observado no grupo Ketogenic, que apresentou crescimento de
bactérias da familia Enterobacteriaceae, e reducdo das familias
Lactobacillaceae e Acetobacteraceae.

e As alteracdes da microbiota observadas nédo parecem estar associadas,
exclusivamente, com a quantidade de consumo da dieta, uma vez que
pela avaliacdo do consumo alimentar todos 0s grupos comeram
semelhantemente.

e As dietas Standard, High Fat e Ketogenic tiveram impactos distintos na
microbiota das moscas infectadas. A reducéo na contagem de bactérias
da familia Lactobacillaceae e Acetobacteraceae e o crescimento de
Enterobacteriaceae e Leveduras indicam que as dietas podem
influenciar a composicdo e o equilibrio da microbiota intestinal em
resposta a infeccdo por K. pneumoniae B31.

e Moscas fémeas, nao infectadas e infectadas com K. pneumoniae nao
resistente, submetidas as dietas Standard, High Fat e Ketogenic nao

apresentaram diferenca significativa no percentual de sobrevivéncia.
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8. PERSPECTIVAS

O presente trabalho possibilitou a padronizagdo de diferentes dietas e
avaliacdo do impacto dessas dietas na interacdo microbiota-hospedeiro no
contexto de uma infeccdo bacteriana. No entanto, novos questionamentos
foram levantados. Diante disso, como perspectivas, pretende-se: 1) Avaliar
como os metabdlitos microbianos, especialmente o acetato, um acido graxo de
cadeia curta, modulam o metabolismo da mosca e qual o papel desses
metabdlitos no fendtipo da infeccdo causada pela bactéria resistente a
antimicrobianos Klebsiella pneumoniae. 2) Investigar de forma mais precisa,
utilizando moscas germ-free, 0s mecanismos pelos quais a microbiota intestinal
afeta a resposta imunologica do hospedeiro e a disseminagdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos, e como a dieta pode impactar essa interacao. 3)
Caracterizar, detalhadamente, por meio do sequenciamento do gene 16S, as
espécies bacterianas presentes na microbiota intestinal das moscas em

resposta as diferentes dietas e a infeccao por bactéria multirresistente.
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